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RESUMO 

 

 

Rebeis ES. Determinação da resposta de imunoglobulina G sérica contra Omp29 
de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, em pacientes portadores de 
periodontite agressiva [dissertação]. São Paulo: Universidade de São Paulo, 
Faculdade de Odontologia; 2018. Versão Corrigida 

 

 

A Periodontite Agressiva (PA), que atualmente pertence ao grupo das Periodontites 

estágios 3 e 4, distingue-se dos demais tipos de doença periodontal por seu início 

precoce, agregação familiar dos casos e por afetar pacientes sistemicamente 

saudáveis. Além disso, pode ser subclassificada em duas formas, localizada (PAL) e 

generalizada (PAG), em função de sua extensão. Muitas vezes, os depósitos de 

biofilme bacteriano são desproporcionais à quantidade de destruição óssea e perda 

de inserção que o paciente apresenta, independente da subclassificação. O 

microrganismo mais relacionado à etiopatogênese da doença é o Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans), incluindo os seus principais 

sorotipos a, b e c, amplamente estudados. Associado a estas condições, A. 

actinomycetemcomitans apresenta alguns fatores de virulência como uma 

leucotoxina, principalmente ligada ao sorotipo b - clone JP2 (que é altamente 

leucotóxico) e proteínas de membrana externa (OMPs), especialmente Omp29. A 

resposta de imunoglobulina G (IgG) sérica contra este patógeno foi anteriormente 

associada à ambas as formas de PA, porém, são escassos os estudos que 

avaliaram longitudinalmente a resposta sérica frente a variáveis como estas. Dessa 

maneira, o objetivo desse estudo foi avaliar a resposta sérica, de 27 pacientes com 

PA e 10 pacientes periodontalmente saudáveis, contra Omp29 e sorotipos de A. 

actinomycetemcomitans, através de um ensaio ELISA, correlacionando com o 

número de cópias de JP2 (obtidos por qPCR em tempo real) e parâmetros clínicos, a 

partir de dados  anteriormente coletados por nosso grupo. Todos os dados foram 

obtidos antes do início do tratamento e um ano após seu término. O tratamento 

consistiu de orientações de higiene bucal, tratamento mecânico e antibioticoterapia. 

Os dados resultantes do estudo mostraram que em ambas as formas de PA houve 

uma redução significativa na profundidade clínica de sondagem (PCS)(p<0,001), 

nível clínico de inserção (NCI)(p<0,001) e na resposta sérica contra Omp29 e 



 
 

sorotipo c de A. actinomycetemcomitans(p>0,005). Após 1 ano, os valores de 

densidade óptica (D.O.) normalizados para Omp29 e sorotipos de A. 

actinomycetemcomitans, bem como o número de cópias do clone JP2 tornaram-se 

similares aos níveis encontrados nos controles. A redução no número de cópias do 

clone JP2 foi correlacionada com redução da PCS em PAL(r=0.80,p=0.0042) e 

valores de D.O. normalizados de Omp29 em PAG(r=0.66,p=0.005). O estudo 

concluiu que o tratamento periodontal foi eficaz em alterar a resposta sérica contra 

Omp29 e sorotipos de A. actinomycetemcomitans, além de reduzir o número de 

cópias do clone JP2 e melhorar os parâmetros clínicos.   

 

 

Palavras-chave: Sorotipos. Proteína de membrana externa -29 kDa. Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. Periodontite agressiva. 

 



ABSTRACT 

 

 

Rebeis ES. Determination of serum immunoglobulin G response against Omp29 of 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans in patients with aggressive periodontitis 
[dissertation]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 
2018. Versão Corrigida. 

 

 

Aggressive Periodontitis (AP), which currently belongs to the group of Periodontites 

stages 3 and 4, is distinguished from other types of periodontal disease due to its 

early onset, familial aggregation of cases and to affect systemically healthy patients. 

In addition, it can be sub classified into two forms, localized (PAL) and generalized 

(PAG), depending on its extent. Often, bacterial biofilm deposits are disproportionate 

to the amount of bone destruction and loss of insertion that the patient presents, 

regardless of sub classification. The most important microorganism related to the 

etiopathogenesis of the disease is Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. 

actinomycetemcomitans), including its main serotypes a, b and c, widely studied. 

Associated with these conditions, A. actinomycetemcomitans presents some 

virulence factors such as leukotoxin, mainly linked to serotype b - clone JP2 (which is 

highly leukotoxic) and outer membrane proteins (Omp’s), especially Omp29. Serum 

immunoglobulin G (IgG) response against this pathogen was previously associated 

with both forms of BP; however, there are few studies that longitudinally evaluated 

the serum response to variables such as these. Thus, the objective of this study was 

to evaluate the serum response of 27 patients with AP and 10 periodontally healthy 

patients against Omp29 and A. actinomycetemcomitans serotypes by an ELISA, 

correlating with the number of copies of JP2 (obtained by qPCR in real time) and 

clinical parameters, from data previously collected by our group. All data were 

obtained prior to initiation of treatment and one year after its completion. The 

treatment consisted of oral hygiene guidelines, mechanical treatment and antibiotic 

therapy. Data from the study showed that in both forms of BP there was a significant 

reduction in clinical depth of sampling (PCS) (p<0,001),, clinical level of insertion 

(NCI)(p<0,001)  and serum response against Omp29 and serotype c of A. 

actinomycetemcomitans(p>0,005). After 1 year, normalized optical density (O.D.) 

values for Omp29 and A. actinomycetemcomitans serotypes, as well as the number 



 
 

of copies of clone JP2 became similar to the levels found in the controls. The 

reduction in copy number of clone JP2 was correlated with reduction of PCS in 

PAL(r=0.80,p=0.0042)  and O.D. normalized from Omp29 to PAG(r=0.66,p=0.005). 

The study concluded that periodontal treatment was effective in altering the serum 

response against Omp29 and A. actinomycetemcomitans serotypes, in addition to 

reducing the number of copies of clone JP2 and improving clinical parameters. 

 

 

Keywords: Serogroup. 29- kDa outer membrane protein. Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans.  Aggressive Periodontitis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

De acordo com o Workshop para Classificação das Doenças e Condições 

Periodontais e Peri-implantares de 2017, a Periodontite Agressiva (PA), atualmente 

é denominada Periodontite estágio 3 ou 4, dependendo da severidade, padrão 

inciso-molar, grau C (Caton et al., 2018).  Foi durante muitos anos diferenciada dos 

demais tipos de periodontite por suas características específicas como: rápida 

destruição tecidual, localização das lesões e agregação familiar dos casos. Além 

disso, era subdivida em duas formas de manifestação: Periodontite Agressiva 

Localizada (PAL) que normalmente acomete os primeiros molares e incisivos e 

permanentes e a Periodontite Agressiva Generalizada (PAG) que envolve os 

mesmos grupos dentários, porém abrangendo pelo menos mais três dentes 

permanentes. Suas características microbiológicas e imunológicas também 

começaram a ser estudadas frente a estas diferenças clínicas (Tonetti; Mombelli, 

1999; Albandar, 2014; Fine et al., 2018). 

Quanto à microbiota, o patógeno mais associado a este quadro, 

principalmente na PAL, é o Aggragatibacter actinomycetemcomitans (A. 

actinomycetemcomitans) (Slots et al., 1980; Zambon et al., 1983; Gafan et al., 2004; 

Cortelli et al., 2005; Da Silva-Boghossian et al., 2011; Fine et al., 2018).  Porém, 

além de estar associado à doença, A. actinomycetemcomitans também pode ser 

encontrado em periodontos saudáveis (Faveri et al., 2009).  

Consequentemente, para estar associado à doença, o patógeno depende de 

seus fatores de virulência e da susceptibilidade do hospedeiro (Fine et al., 2005). 

Assim, A. actinomycetemcomitans, uma vez que preenche estes critérios nos 

pacientes com doença periodontal, pode manifestar os seguintes fatores: presença 

de leucotoxina, toxina distensora citoletal (CDT), adesinas, fímbrias, 

lipopolissacárides (LPS) e proteínas externas de membrana (OMPs), presentes 

também na membrana externa de outras bactérias Gram-negativas (Wilson; 

Hamilton, 1995). Esses fatores de virulência promovem adesão a superfícies orais 

podendo suprimir ou inativar o sistema imunológico do hospedeiro, resultando em 

inflamação e danos teciduais (Umeda et al., 2013).  

Uma dessas proteínas é conhecida como Omp29 e já foi verificado que ela 

facilita a evasão da resposta do hospedeiro frente ao A. actinomycetemcomitans, 
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além de facilitar a entrada desta bactéria em células epiteliais gengivais (Kajiya et 

al., 2011). 

Clinicamente, o tratamento da PA é desafiador, uma vez que os pacientes 

apresentam destruição acentuada com alta taxa de progressão. Atualmente, o 

protocolo de tratamento consiste em orientação de higiene bucal, raspagem e 

aplainamento radicular e prescrição de antibioticoterapia sistêmica. Esta última 

ferramenta vem cada vez mais sendo testada quanto à posologia e momento 

adequado para a administração dos medicamentos, ao ser associada à terapia 

mecânica (Feres et al., 2018)  

Até o presente momento, pouco se conhece sobre as funções da Omp29 e, 

desse modo, os objetivos desse estudo foram verificar a resposta de anticorpos 

contra Omp29 em sujeitos portadores de periodontite agressiva, se houve alterações 

nessa resposta decorrentes do tratamento periodontal, e tentar entender um pouco 

mais sobre o papel desta proteína e qual a sua relação com a PA. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

A Periodontite Agressiva (PA), já recebeu outras nomenclaturas. O termo 

"periodontose" descrevia uma doença periodontal severa em indivíduos adultos 

(Gottlieb, 1923; Orban; Weinmann, 1942). A Academia Americana de Periodontia, 

em 1950, definiu periodontose como “a destruição degenerativa não inflamatória do 

periodonto, caracterizada pela migração e perda dentária na presença ou ausência 

de proliferação epitelial secundária e formação de bolsa ou doença gengival 

secundária”. 

Os termos "periodontite juvenil" e "periodontite de início precoce" foram 

introduzidos por Butler em 1969 e pela AAP em 1989 e foram amplamente utilizados 

durante as últimas três décadas do século 20. Em 1999, no Workshop de 

Classificação da Academia Americana de Periodontia (Armitage, 1999), foi adotada 

a terminologia "Periodontite Agressiva”, vigente até os dias atuais (Albandar, 2014). 

Em 2017 um consenso realizado entre membros da Academia Americana de 

Periodontologia e da Federação Europeia de Periodontia propôs uma nova 

classificação para as doenças periodontais e periimplantares. Surgiu então uma 

nova denominação para essa doença, publicada em julho de 2018, que descreve a 

doença como Periodontite, enquadrada entre os estágios 3 ou 4, dependendo da 

severidade da condição periodontal, com padrão inciso-molar e grau C, em função 

da rápida taxa de progressão (Caton et al., 2018). 

Apesar dessa nova classificação, esse tipo de doença periodontal distingue-

se das demais pela rápida progressão, manifestações clínicas de início precoce, 

história médica não significativa e agregação familiar dos casos (Lang et al., 1999). 

Fatores sistêmicos e locais, como tabagismo e diabetes foram propostos como 

modificadores que poderiam mascarar a acurácia do diagnóstico (Armitage, 2010). 

Algumas características consideradas secundárias, por não serem universais, 

podem estar presentes nas manifestações da doença: quantidade de depósitos 

microbianos inconsistentes com a severidade da destruição periodontal, proporções 

elevadas de A. actinomycetemcomitans e, em algumas populações, de P. gingivalis, 

anormalidades fagocitárias, fenótipo hiper-responsivo dos macrófagos, incluindo 

produção elevada de prostaglandina E2 (PGE2) e interleucina 1-β (IL-1β) em 

resposta às endotoxinas bacterianas (Lang et al., 1999). 
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Além destas características, a periodontite agressiva pode ser classificada 

como localizada ou generalizada. 

Segundo Lang et al. (1999) e Tonetti e Mombelli (1999), a PAL tem início 

circumpuberal, apresenta-se localizada em primeiros molares e incisivos com perda 

óssea e de inserção em pelo menos dois dentes permanentes, sendo um deles o 

primeiro molar, e envolvendo não mais que dois outros dentes além de primeiros 

molares e incisivos. Além disso, pode apresentar robusta resposta sérica aos 

agentes infecciosos.  Já a PAG geralmente afeta pessoas com menos de 30 anos de 

idade, mas pode acometer sujeitos com idades superiores. Os indivíduos 

apresentam perda óssea e de inserção interproximal afetando pelo menos três 

dentes permanentes além dos primeiros molares e incisivos, exibem episódios 

pronunciados de destruição tecidual e pobre resposta sérica aos agentes 

infecciosos.  

Susin et al. (2014) mostraram que os estudos epidemiológicos sobre 

periodontite agressiva possuem diferentes desenhos e protocolos tanto para exame 

quanto para classificação, o que dificulta o estabelecimento da prevalência desses 

casos. O estudo deles mostra também que a prevalência de periodontite agressiva 

varia significativamente entre as diferentes regiões geográficas e entre diferentes 

etnias. Além disso, a periodontite agressiva tem alta prevalência nas populações 

africanas e em seus descendentes. Países da América do Sul compreendem uma 

composição étnica diversificada. Chile e Argentina compondo a maioria da 

população caucasiana e o restante dos países, com uma maior miscigenação dos 

povos. A prevalência de periodontite agressiva na América do Sul varia entre 0,3% e 

2,0%, dependendo da composição populacional. 

Quanto ao aspecto microbiológico, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, 

T. forsythia e T. denticola são considerados periodontopatógenos e podem estar 

relacionados à periodontite agressiva, além de estarem presentes em outras formas 

de doença periodontal (Zambon et al. 1983; Albandar et al., 1997; Tinoco et al., 

1997; Socransky et al., 1998).  

Dentre todos os supostos patógenos periodontais, A. actinomycetemcomitans 

sem dúvida foi o mais relacionado à PA, especificamente à sua forma localizada 

(Meyer; Fives-Taylor, 1997; Zambon, 1985, Tsai et al., 2018; Fine et al., 2018). Ele 

também pode ser encontrado em pacientes com periodontite crônica e em pacientes 

periodontalmente saudáveis (Slots et al., 1999 Porém, atualmente é sabido que não 
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se pode considerar este patógeno como único responsável pela instalação da 

doença.   

A inflamação descontrolada do periodonto pode surgir quando comunidades 

do complexo microbiano deixam de ser comensais e tornam-se patogênicas. Assim, 

a comunicação entre espécies constituintes conduzem a uma sinergia 

polimicrobiana metabolicamente compatível com os organismos que especializam 

suas funções dentro da comunidade. Patógenos “pedra-angulares”, como podemos 

considerar o A. actinomycetemcomitans na PA, alteram o microambiente, modulam a 

resposta do hospedeiro induzindo perda da homeostase, e permitindo a disbiose 

microbiana, com o objetivo de atenuar a resposta imunológica, enquanto uma 

resposta  inflamatória exacerbada é promovida. (Hajishengallis ; Lamont, 2012) 

Na PA, existe uma disbiose da microbiota subgengival que reflete baixa 

proporção de microrganismos benéficos e uma associação de A. 

actinomyectemcomitans e outros patógenos potencialmente virulentos, resultando 

em inflamação exacerbada que leva à perda óssea. ( Faveri et al, 2009 ; Van 

Esscher et al, 2013 ; Silva MP , 2016) 

A. actinomycetemcomitans, descrito pela primeira vez em 1912, é um membro 

da família Pasteurellaceae e pode ser responsável por infecções não orais incluindo 

endocardites infecciosas, bacteremias, pericardites, septicemias, pneumonias, artrite 

infecciosa, osteomielites, sinovites, infecções de pele, infecções no trato urinário e 

abscessos (Henderson et al., 2003; Van Winkelhoff et al., 1999). Faz parte do 

importante grupo bacteriano conhecido como HACEK, formado por Haemophilus 

parainfluenzae, Haemophilus aphrophilus, A. actinomycetemcomitans, 

Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens e Kingella kingae. Neste grupo estão 

reunidos microrganismos que produzem, com frequência, situações infecciosas 

similares. São bactérias Gram-negativas, colonizadoras da cavidade oral, de 

crescimento lento, porém, acelerado na presença de dióxido de carbono, embora 

não tenham relação filogenética.  Estas bactérias causam cerca de 3% dos casos de 

endocardite infecciosa e entre elas, A. actinomycetemcomitans é o patógeno mais 

envolvido nesta condição (Henderson et al., 2003; Paturel et al., 2004). 

Por muitos anos foi chamado de Actinobacillus actinomycetemcomitans, mas 

Nørskov-Lauritsen e Kilian (2006) reclassificaram-no como Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. É considerado um coco-bacilo Gram-negativo imóvel, 

capnofílico e anaeróbio facultativo.  Análises sorológicas e genômicas auxiliaram na 
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identificação de sete sorotipos de A. actinomycetemcomitans, (a-g), classificados de 

acordo com seu polissacarídeo de superfície, podendo ser relacionados à saúde ou 

à doença, dependendo da população e da resposta do hospedeiro (Kaplan et al., 

2002; Umeda et al., 2013). 

De acordo com a literatura, os sorotipos predominantes de A. 

actinomycetemcomitans são: a, b e c (Zambon et al., 1983; Chung et al., 1989; 

Asikainen et al., 1991; Haubek et al., 1997; Tinoco et al., 1997; Dogan et al.,1999; 

Mombelli et al.,1999; Saarela et al.,1999; Kaplan et al., 2001). Deve-se ressaltar a 

maior quantidade de estudos apenas com estes três sorotipos, Já que são os mais 

prevalentes.  

A frequência de distribuição dos sorotipos de A. actinomycetemcomitans 

difere entre as populações. Nos Estados Unidos, o sorotipo b é detectado com mais 

frequência que os sorotipos a e c, nos pacientes com PAL (Zambon et al., 1983). Na 

Finlândia, o sorotipo b é predominante em pacientes com PA e o sorotipo c é mais 

comum em pacientes com saúde periodontal (Asikainen et al.,1991) Em indivíduos 

japoneses com periodontite, os sorotipos a, c e são os mais predominantes 

(Yamamoto et al.,1997). Deste modo, pode-se inferir que virulência e patogenicidade 

de cada sorotipo variam de acordo com a população (Suzuki et al.,2006) 

No Brasil, em um estudo realizado por Teixeira et al. (2006), os dados 

encontrados divergiram dos anteriormente reportados; os autores encontraram uma 

associação entre cepas do sorotipo b e saúde periodontal e, entre cepas do sorotipo 

c e periodontite crônica. Saraiva et al. (2014) em um estudo em que os dados 

confirmaram alta resposta de anticorpos contra A. actinomycetemcomitans em 

pacientes com PA, relataram que as respostas frente aos sorotipos b e c estavam 

mais associadas à PA, independentemente da extensão e da destruição. 

Alguns estudos populacionais avaliaram a presença do A. 

actinomycetemcomitans e as evidências mostraram que o sorotipo a, na maioria dos 

casos, está associado à saúde periodontal. O sorotipo b está mais relacionado à 

doença, muito provavelmente devido à existência de uma cepa altamente 

leucotóxica - clone JP2 (Haubek et al., 2014) e, o sorotipo c depende muitas vezes 

da localidade geográfica e etnia, como reportado por Teixeira et al.(2006)e Saraiva 

et al. (2014).  

Existe uma linhagem particular entre  as cepas do sorotipo b que produz altos 

níveis de leucotoxina (ltx), e que está muito associada à PAL em africanos. Esta 
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cepa, representada especificamente pelo clone JP2, foi detectada na metade da 

década de 90. Os estudos mostram que este clone é endemicamente presente no 

noroeste africano e parece ter um papel de destaque no início da perda de inserção 

periodontal na população jovem com periodontite desta região, comparado aos seus 

pares não-JP2 (Haubek; Johansson, 2014). O mapeamento deste clone de A. 

actinomycetemcomitans em pacientes com periodontite revelou que sua colonização 

é restrita a afro-descendentes, mas ainda é incerta a maneira pela qual esta cepa se 

difundiu da África para os demais países. 

Mutações características permitiram que o clone JP2 de A. 

actinomycetemcomitans fosse isolado tanto da região mediterrânea quanto no leste 

africano. Os resultados de um estudo de Haubek et al. (2007) sugeriram que as 

cepas inicialmente emergiam como um genótipo distinto na parte mediterrânea da 

África e subsequentemente difundiram-se para o leste e, de lá, foram transferidas ao 

continente americano durante o tráfico de escravos pelo oceano Atlântico (Haubek et 

al., 2007). 

 Os indivíduos com colonização por JP2 parecem ter maior risco ao 

desenvolvimento da PA, principalmente para o desenvolvimento da PAL (Haubek et 

al., 2008). Sua principal característica é a expressão de altos níveis da leucotoxina, 

importante fator de virulência que induz apoptose não apenas em neutrófilos e 

macrófagos humanos mas também em células endoteliais (Fine et al., 2007; 

Dietmann et al., 2013). Sabe-se também que a transmissão desse clone já foi 

anteriormente demonstrada em diversos estudos e, que ele pode ser transmitido 

através de contato próximo e, entre famílias (Haubek et al., 2008).  

Em 1979 foi a primeira vez que um Gram-negativo anaeróbio, Actinobacillus 

Y4 foi isolado a partir da placa bacteriana de paciente com periodontite juvenil . 

Assim, após a descoberta que extratos de A. actinomycetemcomitans causavam 

morte de leucócitos (Baehni et al.,1979; Tsai et al.,1979), a leucotoxina (LtxA) foi 

identificada como a molécula responsável pelos efeitos deletérios descritos, que 

eram restritos aos leucócitos polimorfonucleares e monócitos (Haubek et al., 2008).  

Mais tarde foi mostrado que essa leucotoxina, LtxA, pode afetar também 

linfócitos, eritrócitos, células endoteliais humanas e células de origem animal. 

Porém, são necessárias altas concentrações de LtxA para que ocorra lise dessas 

células.. A leucotoxina interage com diferentes células do hospedeiro por uma 
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variedade de vias que ativam mecanismos celulares e moleculares, alguns deles, 

associados à patogênese da periodontite.  

Apesar das evidências existentes ao redor do clone JP2 de A. 

actinomycetemcomitans, a presença de baixa produção de leucotoxina em sujeitos 

com PA sugere que outros fatores de virulência possam estar envolvidos na 

patogênese dessa doença (Pinheiro et al., 2011).  

Assim, a Toxina Distensora Citoletal (CDT), outro característico fator de 

virulência do A. actinomycetemcomitans, atinge uma variedade de células, incluindo 

células do sistema imunológico, e modula a resposta imune pela indução de 

apoptose de células monocíticas não proliferativas e linfócitos T (Ando et al.,2010; 

Fernandes et al., 2008; Rabin et al., 2009). Além destes fatores, foram relatados, em 

análises imunológicas de pacientes colonizados por A. actinomycetemcomitans, que 

estes indivíduos frequentemente exibem marcadores de resposta humoral a 

constituintes expostos na membrana externa desse microrganismo, incluindo os 

lipopolissacárides (LPS) e as proteínas externas de membrana, as Omps (Bolstad et 

al., 1990; Watanabe et al., 1989).  

Bactérias Gram-negativas, são caracterizadas pela presença de uma dupla 

membrana: a membrana citoplasmática ou membrana interna, e a camada bilipídica 

e assimétrica, a membrana externa, que abriga fosfolipídios e LPS em suas duas 

faces. Escherichia coli pode ser considerada como um bom sistema modelo para 

simulação de detalhes moleculares a respeito das OMPs.  

Como dito anteriormente, as OMPs têm sido identificadas em muitas bactérias 

Gram-negativas, como Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Haemophilus 

influenzae tipo b e Haemophylus ducreyi (Komatsuzawa et al., 1999). Algumas delas 

são identificadas como porinas, receptores de ferro e também como fatores de 

virulência incluindo adesinas, invasinas e fatores envolvidos na resistência à 

opsonização e morte (Komatzusawa et al., 2002) 

Bolstad et al. (1990) mostraram a existência de Omps em A. 

actinomycetemcomitans mas não relataram suas funções. Esta proteína é 

considerada termo modificável (DiRienzo et al.,1983) e após ser purificada, foi 

identificada como representante do maior alvo de IgG no soro de pacientes com PAL 

(Wilson,1991) 

Wilson (1991) realizou um estudo para determinar se a principal Omp de A. 

actinomycetemcomitans era estruturalmente relacionada às proteínas OmpA das 
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demais espécies de bactérias Gram-negativas. Baseado na comparação da 

sequência N- terminal da Omp encontrada em A. actinomycetemcomitans, foi feita a 

comparação com as demais Omps de bactérias Gram-negativas e foi apresentada 

homologia estrutural e imunológica. Assim, podemos considerar as características 

da OmpA como modelo para Omp29, quanto à características ainda não tão bem 

elucidadas.(Silva MP, 2016)  

As Omp´s estão presentes na membrana externa de bactérias Gram-

negativas e são produzidas no citoplasma. Assim, são translocadas através da 

membrana interna e, provavelmente, difundidas pelo periplasma antes de sua 

inserção na membrana externa. A passagem pelo periplasma promove mudanças na 

conformação da proteína que facilitam a sua inserção na membrana externa, devido 

à sua natureza hidrofóbica.(Mogensen; Otze, 2005) As Omp´s integrais 

invariavelmente compreendem um número par de filamentos antiparalelos e 

anfipáticos, que se dobram em cilindros dos quais os resíduos hidrofóbicos apontam 

para fora.(Silva MP, 2016)  

As Omp´s exercem papel central na manutenção da estrutura da membrana 

(Kleinshmidt, 2006) e na formação de porina permeável a íons, o que é possível pelo 

mecanismo de entrada eletrostática influenciada por sal, que permite a 

sobrevivência bacteriana durante o estresse osmótico ( Honget, 2006).  

Sabe-se que a Omp29 se liga à porção Fc da imunoglobulina, que pode inibir 

a ativação do sistema complemento no hospedeiro. ( Mintz; Fives Taylor, 1994). A 

proteína também está associada com a entrada de A. actinomycetemcomitans em 

células epiteliais gengivais devido ao aumento da regulação do rearranjo da actina F 

por meio da via de sinalização FAK ( Kajiya et al,2011).  

Em alguma situações a expressão da Omp pode ser influenciada pelo 

ambiente externo. Seu aumento pode estar associado à cultura anaeróbica e a 

diminuição, ao desafio ácido e exposição a peptídeos antimicrobianos (Smith et al, 

2007a).Enfatizando esses dados, Longo et al, 2008 observaram uma regulação da 

expressão de virulência por condições ambientais, já que a expressão do gene 

Omp29 depende da fase de cultura bacteriana.  

As proteínas da família Omp A aparecem altamente conservadas ao longo da 

evolução e tem demonstrado servir com receptor para bacteriófagos (Datta et al., 

1977; Van Alphen et al., 1977), para conjugação (Schweizer et al., 1977; Van Alphen 

et al., 1977) e para conferir estabilidade à membrana externa (Sonntag et al., 1978). 
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A presença de bacteriófagos capazes de infectar A. actinomycetemcomitans 

foi associada às lesões periodontais, as quais são relacionadas com doença em 

crianças com PAL e adultos jovens com manifestações de PA. Já foram identificadas 

seis Omps, designadas de acordo com suas massas moleculares. São elas: 

Omp100, Omp64, Omp39, Omp29, Omp18 e Omp16 (Komatsuzawa et al., 1999). A 

Omp100, com maior massa molecular, possui homologia com uma variedade de 

fatores de virulência, como adesão, invasão e resistência sérica (Asakawa et al., 

2003).  

Estudos demonstraram que a Omp29 reage fortemente ao soro de pacientes 

com PA (Wilson, 1991; Wilson; Hamilton, 1995) e estes achados sugerem o 

envolvimento da Omp29 na doença. Além disso, a Omp29 quando aquecida, devido 

à sua característica termo-modificável, é denominada Omp34. (Komatsuzawa et al., 

2002) 

Essas proteínas são essenciais para manter a integridade e permeabilidade 

seletiva das membranas bacterianas. Além disso, também desempenham um 

importante papel na patogênese bacteriana melhorando a adaptação dos patógenos 

bacterianos em diversos ambientes (Lin et al., 2002) através da invasão mas não na 

aderência de células epiteliais (Kajiya et al., 2011). Além disso, dados de Longo et 

al. (2013) indicam que sistemas regulatórios diferentes estão envolvidos na 

expressão de Omp29 e Omp100, sugerindo que essas proteínas possam participar 

em diferentes estágios da infecção por A. Actinomycetemcomitans. 

Lin et al. (2002) verificaram o envolvimento das OMPs na adaptação 

bacteriana em condições de infecção do hospedeiro, na carência nutricional 

(limitação de ferro), na presença de peptídeos antimicrobianos (APM´s) no sistema 

circulatório e superfícies mucosas, na atividade bacteriana e complementos, nos 

tratamentos antibióticos e na presença de detergente semelhante à bile no intestino.  

No que diz respeito à resistência ao peptídeo antimicrobiano, ocorre a 

degradação direta desses peptídeos através da produção de membranas externas 

associadas a proteases e à modificação da superfície bacteriana, através da 

produção de Omps com atividade enzimática.  

Considerando a resistência sérica como um determinante patogênico, uma 

vez que as bactérias Gram-negativas entram na corrente sanguínea, ocorre 

infecção, facilitando a evasão dos mecanismos de defesa da imunidade inata ( 

sistema complemento e peptídeo antimicrobiano). Assim, as bactérias evadem das 
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ações provocadas pelo sistema complemento por diferentes modos, por exemplo: 

produção de cápsulas de polissacarídeos extracelulares protetores e pela produção 

de fatores que inibem ou interferem na cascata do complemento, pela inibição da via 

clássica ,da via das lectinas e da via alternativa, inibindo C4b e/ou fator H. (Lindhol 

et al., 2018) 

Desse modo, as Omps têm importante papel na instalação e estabilidade de 

A. actinomycetemcomitans no hospedeiro.  Em um estudo de Kishimoto et al. (2008) 

foi visto que a exposição de células epiteliais gengivais à Omp29 de A. 

actinomycetemcomitans ou à célula total de A. actinomycetemcomitans, causa 

aumento na secreção de IL-8 e inibição de junções intercelulares, levantando a 

possibilidade de que a Omp29 aumenta os níveis de IL-8 em células epiteliais 

gengivais humanas. Devido à natureza pró-inflamatória de Il-8, seus níveis 

aumentados contribuem para progressão da inflamação e estabelecimento do 

patógeno.  

Umeda et al. (2013) observaram que Omp29 foi transcrita em níveis muito 

baixos para as cepas dos sorotipos a e c de A. actinomycetemcomitans, quando 

comparada ao clone JP2 (cepa do sorotipo b). Além disso, a baixa expressão de 

Omp29 para o sorotipo a, pode indicar o reconhecimento pelo hospedeiro e o 

processo inflamatório resultante, explicando a associação deste sorotipo com a 

saúde.  Os dados deste estudo sugerem que a regulação dos genes de virulência 

em A.actinomycetemcomitans pode ser considerada específica para cada cepa e 

contribui com o entendimento da ampla associação, por exemplo, do sorotipo a, com 

saúde periodontal (Umeda et al., 2013). 

Clinicamente, o tratamento periodontal para pacientes com PA e seus 

objetivos não diferem notavelmente do tratamento realizado para pacientes com 

periodontite crônica(PC). No entanto, as consideráveis perdas óssea e de inserção 

periodontal, associadas à alta taxa de progressão, requerem um plano de tratamento 

bem elaborado e uma abordagem, muitas vezes, mais severa visando deter a 

destruição periodontal acentuada, bem como à estabilização da doença.  Desse 

modo, este tratamento desafiador consiste em raspagem e aplainamento radicular, 

que em muitos casos, não é suficiente para o controle da PA ( Teughels et al,2014).  

Frente a esta dificuldade, o protocolo de tratamento vem cada vez mais sendo 

explorado, associando à RAR, o uso de antibioticoterapia sistêmica, como o uso de 

Amoxicilina e Metronidazol, em diferentes posologias (Tinoco et al,1998; Cortelli et 
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al, 2005; Haas et al, 2008; Casarin et al, 2012; Feres et al, 2015). A literatura mostra 

até o presente momento, que a associação Amoxicilina(500mg) associada a 

Metronidazol (400mg) como coadjuvante, no início do tratamento periodontal, tem 

sido o método mais eficaz no controle da infecção. Considerando a similaridade 

quando ao tratamento para ambas as formas de periodontite, o protocolo 

mencionado tem sido utilizado também para o tratamento de pacientes com PA 

(Feres et al,2018).  

Com base nas evidências apresentadas, para melhor elucidar o papel das 

OMPs, mais especificamente, Omp29, este estudo teve como objetivo determinar a 

resposta sérica contra Omp29 e sorotipos de A. actinomycetemcomitans em 

pacientes com PA, previamente ao tratamento periodontal e um ano após seu 

término. Assim, procuramos relacionar estes dados com os parâmetros clínicos 

obtidos antes e após o tratamento periodontal e se presentes, com os sorotipos a, b 

e c de A. actinomycetemcomitans. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

•   Determinar os níveis séricos de IgG contra Omp29 de A. 

actinomycetemcomitans antes do tratamento e um ano após seu término.  

 

•   Correlacionar os níveis séricos da Omp29 com os parâmetros clínicos, com os 

sorotipos de A. actinomycetemcomitans e com a contagem do clone JP2, em 

pacientes portadores de PA, inicialmente e um ano após o término do 

tratamento.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

4.1 POPULAÇÃO DO ESTUDO 

 

 

Os participantes do estudo foram recrutados do Projeto Cappa (Clínica de 

atendimento a portadores de periodontite agressiva), coordenado pela Profa. Dra. 

Luciana Saraiva, entre os seguintes meses: agosto de 2010 e setembro de 2011. 

Todos os sujeitos foram informados sobre a natureza de sua condição 

periodontal, riscos e benefícios de participarem do estudo e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).  

Este estudo prospectivo foi conduzido de acordo com a declaração de 

Helsinki (de 1975, revisada em 2000) e com a resolução 466 do CNS( publicada em 

junho de 2013) este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da 

Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (FOUSP 155/2010, 

FOUSP 350.853/2013, FOUSP 2.340.501/2017).  

 

 

4.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

 

 

4.2.1 Critérios de inclusão 

 

 

•  Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido  

•  Ser portador de periodontite agressiva (AAP):  

* Localizada: como perda de inserção interproximal (>4mm) em pelo menos 

dois dentes permanentes, sendo um destes o primeiro molar e, envolvendo 

não mais que dois dentes além de primeiros molares e incisivos 

* Generalizada: como perda interproximal generalizada (>4mm) afetando 

pelo menos três dentes além dos primeiros molares e incisivos.  

• -Participantes de ambos os gêneros com idade entre 18 e 38 anos 

• Boa saúde geral 
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4.2.2 Critérios de exclusão: 
 

 

• Presença de qualquer condição sistêmica que pudesse afetar a 

progressão da doença periodontal (como diabetes) ou que necessitasse 

de cobertura antibiótica para a terapia rotineira dental. 

• Gestantes ou lactantes 

•  Não ter feito uso de antibióticos nos três meses prévios ao início do 

estudo.  

• Ser tabagista 

 

Os participantes (N=27), sendo 17 pacientes com PAG e 10 pacientes com 

PAL, foram classificados de acordo com os critérios clínicos sugeridos no Workshop 

para Classificação das Doenças e Condições Periodontais de 1999 (Armitage, 

1999). Além disso, as perdas ósseas destes pacientes foram verificadas por meio de 

radiografias periapicais e a agregação familiar deveria ser confirmada em pelo 

menos um membro da família do indivíduo (avós, pais ou irmãos), com histórico de 

periodontite.  

 

Dez pacientes periodontalmente saudáveis foram recrutados como controles, 

também provenientes da Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo, 

segundo os seguintes critérios: 

 

1. Ausência de sítios com profundidade clínica de sondagem (PCS) e 

nível clínico de inserção (NCI) >3mm; 

2. Sangramento à sondagem (SS) <10%;  

3. ausência de lesões de cáries ou restaurações extensas;  

4. Pelo menos 28 dentes permanentes presentes na boca.  
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Os critérios de exclusão, para o grupo controle, foram os seguintes: 

 

 1.Ter realizado terapia periodontal subgengival ou tratamento com 

antibioticoterapia nos seis meses anteriores ao estudo; 

2. Possuir doenças sistêmicas que possam afetar a progressão da 

periodontite  

3. Ser gestante ou lactante;  

4. Ser tabagista.  

 

 

4.3 MENSURAÇÕES CLÍNICAS 

 

 

Nos dois momentos de avaliação, inicialmente e após um ano, foram mensurados os 

seguintes parâmetros clínicos: 

 

•  Sangramento à sondagem (SS) - determinado com base na presença 

ou ausência de sangramento até 30 segundos após a sondagem; 

• Profundidade clínica de sondagem (PCS) - medida como a distância 

(em milímetros) da gengiva marginal livre até o fundo da bolsa 

periodontal;  

• Recessão gengival (RG) - mensurada como a distância entre a junção 

esmalte–cemento e a gengiva marginal livre;  

• Perda de inserção clínica (NCI) foi calculada pela soma da PCS e a 

RG.  

 

 

Todos os parâmetros foram mensurados com a sonda Carolina do Norte (Hu- 

Friedy®, Chicago, EUA) em seis sítios por dente (mesio-vestibular, vestibular, disto-

vestibular, mesio-palatino/lingual, palatino/lingual e disto-palatino/lingual), exceto nos 

terceiros molares. 

De acordo com os parâmetros obtidos no exame periodontal dos pacientes, 

foram geradas as médias tanto dos sítios afetados (NCI > 4 mm) quanto dos sítios 
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profundos (PCS > 6mm) para os parâmetros clínicos PCS e NCI. A reprodutibilidade 

das medidas foi calculada pelo coeficiente de correlação intra-classe para PCS 

(CIC=0,86) e NCI (CIC=0,85), em dois exames separados.  

 

 

4.4 PROTOCOLO DE TRATAMENTO PERIODONTAL 

 

 

Conforme os pacientes foram incluídos no estudo, foram submetidos a uma 

série de visitas principais, com intervalo de 1 semana(7 dias) entre elas:  

 

• Visita 1 - Preenchimento da ficha de anamnese , preenchimento do 

TCLE, coletas de sangue, de biolfime subgengival e fluido gengival;  

• Visita 2 - Exame clínico periodontal completo, raspagem 

supragengival com ultrassom, orientações para higiene bucal (uso do fio 

dental, uso da escova dental e outros dispositivos de higiene, quando 

necessário); 

• Visitas 3 a 7 - Raspagem subgengival sob anestesia, dividida em 

quadrantes e reforço das instruções de higiene bucal; 

• Visita 8 - Revisão dos procedimentos realizados. Os sujeitos entravam 

em uma pausa para a cicatrização dos tecidos e posterior reavaliação; 

• Visita 9 - Reavaliação periodontal, quando novo exame clínico 

periodontal completo era feito, havia prescrição de antibióticos, reforço 

das técnicas de higiene bucal e controle periodontal (raspagem com 

ultrassom, complementação com curetas manuais e polimento coronário 

com pedra-pomes). 

•  A partir da visita 10 - controles periodontais trimestrais. 

 

O protocolo utilizado em todos os participantes, no momento da reavaliação, 

foi: Amoxicilina 500 mg (1 cápsula a cada 8 horas, durante 7 dias) e Metronidazol 

400 mg (1 comprimido a cada 8 horas, durante 7 dias)(Herrera et al. ,2002) Os 

pacientes foram orientados a ingerir os dois medicamentos juntos, no mesmo horário 

e também foram orientados quanto aos possíveis efeitos adversos. 
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4.5 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 

 
 Todas as coletas foram realizadas e armazenadas, e posteriormente, foram 
feitas as análises de acordo com cada experimento.  
 

 

4.5.1 Análise do clone JP2 presente com parâmetros clínicos e Omp29 

 

 

Foram utilizados os dados obtidos no estudo: “Detecção do clone JP2 de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans em sujeitos portadores de Periodontite 

Agressiva e sua correlação com parâmetros clínicos”, da aluna de iniciação científica 

Marcela Giudicissi, em 2016 2016, coordenado pela Profa. Dra. Luciana Saraiva, 

para correlacionar quantidade do clone JP2, quando presente e os parâmetros 

clínicos apresentados pelos pacientes, com a Omp29.  

Na primeira visita, os pacientes cederam amostras de biofilme subgengival.  

Para a coleta, foram selecionados 4 sítios profundos de diferentes quadrantes, 

sendo estes com PCS ≥ 6mm ou o sítio mais profundo em cada quadrante, com 

sangramento à sondagem e perda óssea mensurada por meio da radiografia 

periapical.  

Após o isolamento relativo na região de cada sítio selecionado, com roletes 

de algodão e jato de ar, um cone de papel esterilizado foi inserido no sulco 

gengival/bolsa do paciente onde permaneceu durante 20 segundos. As amostras de 

biofilme subgengival foram então transferidas para tubos de polipropileno, contendo 

100 microlitros do tampão TE (Tris – HCl, 1mM EDTA, pH 7,6) estéril e em seguida, 

armazenadas em -80°C.  

Nos indivíduos saudáveis, os sítios foram selecionados com PCS  ≤ 3 mm, 

sem sangramento e sem perda óssea. Os mesmos sítios serviram para coleta após 

um ano em ambas as formas de PA.  

O DNA foi extraído utilizando o Mini Kit de DNA Qiamp® (Qiagen, Hilden, 

Germany) de acordo com as instruções do fabricante. Após a extração, a 

concentração e pureza do DNA foram avaliadas em um espectrofotômetro (ND-100 

Espectrofotômetro®, Nanodrop Technologies Inc., EUA).  
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4.6 ANÁLISES DE IgG SÉRICA CONTRA OMP29  

 

Amostras de sangue periférico (5 ml) da veia antecubital, foram obtidas de 

todos os indivíduos, pelo método padrão de punção venosa, coletadas em tubos a 

vácuo (BD Vacutainer®, Becton, Dickson and Company, Brazil). As amostras foram 

colocadas em banho-maria a 30ºC por 20 minutos, então centrifugadas a 1.500 x g 

durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram aliquotados em tubos de 

microcentrífuga e armazenados a -20°C.  

 

OBTENÇÃO DE E. coli RECOMBINANTE EM OMP29 E POSTERIOR 

PURIFICAÇÃO 

 

           O protocolo para obtenção e posterior purificação da Omp29 recombinante foi 

parte do projeto e tese de doutorado do então aluno Maike Paulino da Silva, 

intitulado: “ Omp29 de Aggregatibacter actinomyectemcomitans: análise filogenética, 

interação com proteínas da matriz e resposta de células epiteliais”., onde encontra-

se todo o protocolo detalhado destas etapas. 

          Os fragmentos de DNA de A. actinomyectemcomitans que codificam Omp29 

foram amplificados pela construção de oligonucleotídeos específicos e com o auxílio 

de um kit de purificação, o produto foi extraído do gel. A seguir, o produto foi ligado a 

um vetor e transformado em E. coli DH5- α eletrocompetente para que originasse o 

plasmídeo pTOPOmp29. O gene Omp29 foi obtido a partir deste plasmídeo, os 

iniciadores para obtenção do gene foram desenhados.  

         Foram realizadas as reações de amplificação e após a reação PCR o amplicon 

sem o peptídeo sinal foi novamente ligado ao vetor, originando um segundo 

plasmídeo. O vetor e o novo plasmídeo foram digeridos seguindo o protocolo e 

instrução do fabricante e, o fragmento Omp29 de pTOPOOmp29SPS (segundo 

plasmídeo) foi excisado do gel e purificado.  

        O fragmento Omp29 sem o peptídeo sinal foi ligado ao vetor pET28B, de 

acordo com recomendações do fabricante. Foi realizado um protocolo para obtenção 

das suspensões com as amostras recombinantes, como controle, foi utilizado o 
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plasmídeo sem o inserto. Além disso, os possíveis plasmídeos recombinantes foram 

confirmados por meio de PCR.  

           Para a purificação, a proteína recombinante foi denominada Omp29his. Foram 

realizados diversos testes para determinar a melhor condição de expressão de 

Omp29his, bem como sua produção. Assim, a melhor condição para obtenção da 

proteína recombinante foi observada em meio com IPTG, na concentração de 1mM, 

após 2 horas de incubação a 37°. O procedimento foi repetido em maior volume, nas 

condições estabelecidas.  

          Foi obtido um precipitado contendo células de E.coli inoculadas, que foi 

ressuspendido em ureia, e as células foram submetidas à lise por sonificação. As 

proteínas presentes no sobrenadante foram purificadas através de cromatografia de 

afinidade, utilizando resina níquel quelante, conforme as instruções do fabricante , a 

qual verifica a presença de Omp29, a partir da cauda de histidina fusionada à 

proteína. Em seguida, as proteínas foram dialisadas em tampões com quantidade 

decrescente de ureia. As concentrações de Omp29his foram mensuradas por meio 

do método de Bradford(1976) e analisadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 

10%, como descrito por Laemmli (1970), e posteriormente corado pelo Comassie 

Blue ( Bio-rad, CA, EUA), A proteína Omp29 possui o tamanho aproximado de 29 

kDa e 34kDa, quando desnaturada ( Komatzusawa et al,2002).  

         Ensaio Imunoenzimático (ELISA) foi usado para determinar os níveis séricos 

de anticorpos (IgG) reativos à Omp29. Omp29 purificada foi usada como antígeno 

na concentração 1:10, diluída em solução de tris-imidazole sem uréia. De acordo 

com o protocolo foi utilizado 1 µg/mL da proteína purificada diluída em tampão 

carbonato-bicarbonato de sódio 0,05M (pH 9,6). Placas com noventa e seis poços 

(Corning–Costar, Lowel, MA, USA) foram então sensibilizadas com 100 µL/poço da 

Omp29 diluída. Essas placas ficaram então encubadas por duas horas a 37ºC em 

estufa e a 4ºC overnight. No dia seguinte, foram lavadas três vezes com tampão de 

lavagem PBS/Tween 20 a 0,1% (Sigma-Aldrich, cat. P1379, St Louis, MO, USA). Os 

poços foram então preenchidos com 300 µL/poço de solução bloqueadora (leite 

desnatado Molico®, Nestlé, Brasil) a 5% em PBS/Tween 20 a 0,1%, seguindo-se a 

incubação por 30 minutos em temperatura ambiente. Após a remoção da solução 

bloqueadora, os poços foram lavados mais três vezes com o mesmo tampão de 

lavagem e depois receberam 100 µL/poço das amostras do soro de cada 

participante (em triplicata) na diluição de 1:10. As placas foram então cobertas e 
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levadas à 4ºC overnight. No dia seguinte novamente passaram por três lavagens 

com a solução de lavagem e incubação por 1 ½ hora com 100 µL/poço da solução 

de BSA a 1% com o anticorpo conjugado [Imunoglobulina G de carneiro anti-humana 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)].  As placas foram então lavadas mais três 

vezes com tampão de lavagem e tiveram suas reações reveladas utilizando-se 100 

µL/poço da solução reveladora, composta por ½ pastilha de ortofenilenodiamina 

(OPD®, Sigma-Aldrich, cat. P-8287, St. Louis, MO, EUA), 12,5 mL de tampão citrato-

fosfato a 0,05M, pH5 e 5 µL de peróxido de hidrogênio. Após espera entre 10 e 30 

minutos foram acrescentados 50 µL/poço de ácido sulfúrico para interromper a 

reação. O ponto final para a conversão do substrato enzimático foi mensurado em 

490nm em um leitor de microplacas (BioRad, Hercules CA, EUA). Um controle 

negativo (sem amostras de soro) e amostras-controle de soro (participantes 

saudáveis) foram incluídos em cada placa.  

Os valores de D.O. foram normalizados entre as placas, baseados nos dados 

obtidos para os controles. O nível de corte para reatividade do antígeno foi calculado 

baseado da fórmula de Desphande [normalização das D.O. = (média dos controles + 

2 vezes os desvios padrões dos controles)]. 

 

 

4.7 ANÁLISES DE IgG SÉRICA CONTRA OS SOROTIPOS DE A. 

actinomycetemcomitans  

 

 

          As análises para detecção de antígenos contra os sorotipos a, b e c de A. 

actinomycetemcomitans no soro dos pacientes foram realizadas anteriormente, de 

acordo com Ando et al.(2010) e os resultados destes experimentos encontram-se no 

estudo em Saraiva et al. (2014). Os dados obtidos foram utilizados para compor as 

análises deste estudo, correlacionando com a resposta sérica contra Omp29, 

números de cópias do clone JP2 e parâmetros clínicos, nas duas formas de PA. 

         Amostras de sangue periférico (5 ml) da veia antecubital, foram obtidas de 

todos os indivíduos, pelo método padrão de punção venosa, coletadas em tubos a 

vácuo (BD Vacutainer®, Becton, Dickson and Company, Brasil). As amostras foram 

colocadas em banho-maria a 30ºC por 20 minutos, centrifugadas a 1.500 x g durante 
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10 minutos, os sobrenadantes foram aliquotados em tubos de microcentrifuga e 

armazenados a -20°C.  

           O Ensaio Imunoenzimático (ELISA) foi usado para determinar os níveis 

séricos de anticorpos (IgG) reativos aos sorotipos a,b e c de A. 

actinomycetemcomitans.  

Para obtenção dos antígenos de célula total foram utilizadas as cepas de 

referência A. actinomycetemcomitans ATCC 29523, JP2 e SA 1151, 

respectivamente sorotipos a, b e c. As bactérias foram cultivadas em placas de Ágar 

Brucella acrescido de 5% de sangue desfibrinado de carneiro (Soerensen, Marília, 

Brasil), hemina (0,5 mg/ml) (Sigma) e menadiona (1mg/ml) (Sigma). As placas foram 

incubadas sob condições de anaerobiose, durante o período de 10 a 15 dias a 37°C, 

em câmara de anaerobiose (Plas Lab, Lansing, MI, EUA) em atmosfera de 85% N2, 

5% CO2 e 10% H2 (Oxilumen, São Paulo, Brasil). 

Células bacterianas (fixadas com formalina) das cepas de referência descritas 

anteriormente foram utilizadas como antígenos (Ebersole et al.,1980). Alíquotas de 

200 µL de suspensões de células inteiras de cada cepa (D.O.580 nm = 0.3) em um 

tampão carbonato (pH 9,6) foram adicionadas em cada poço e incubadas overnight 

a 4˚C. As diluições do soro de cada amostra dos soros dos indivíduos (1:10.000, 

1:20.000 e 1:40.000) foram adicionadas a cada poço e analisadas em triplicata. Os 

valores de D.O. foram normalizados entre as placas, baseados nos dados obtidos 

para os controles. A média e o desvio padrão dos valores de D.O.490nm a partir dos 

poços em triplicata de cada diluição do soro foram determinados, bem como os 

níveis de corte para a reatividade para cada um dos antígenos utilizados. 

 

 

4.8 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 

O cálculo do tamanho da amostra foi baseado em um estudo piloto designado 

para acessar se havia uma diferença entre os grupos controle, PAG e PAL em 

relação ao sorotipo b no soro. Considerando uma diferença mínima de 0,2 (valor de 

D.O. normalizado) para ser detectado entre grupos, um poder de 80% para detectar 

a diferença, nível de significância de 5%, e um desvio padrão de 0,1 (valor de D.O. 

normalizado), um mínimo de nove indivíduos por grupo seria necessário. 
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           O paciente foi mantido como unidade de medida e as análises estatísticas 

foram realizadas usando o programa STATA versão 10.0 para Windows (Stata®, 

College Station, TX, EUA).  Dados referentes a variáveis quantitativas foram 

testados para normalidade usando o teste de Kolmogorov-Smirnov com correção de 

Lilliefors. O teste Mann-Whitney foi empregado para avaliar diferenças intergrupos e 

o teste Wilcoxon foi usado para acessar as diferenças intragrupos. O teste Kruskal-

Wallis com comparações múltiplas de Dunn foi utilizado para investigar diferenças 

intergrupos. 

As análises de Correlação de Spearman foram feitas para investigar possíveis 

relações entre variáveis quantitativas. O teste de Cochran Q foi utilizado para 

verificar o efeito do tratamento em uma resposta sérica positiva contra cada sorotipo 

e Omp29. O nível de significância de 0,05 foi estabelecido para todos os testes.  
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5 RESULTADOS 
 

 

5.1. AMOSTRA ANALISADA 

 

 

          O estudo foi conduzido entre agosto de 2010 e setembro de 2011. 

Inicialmente foram incluídos no estudo 48 sujeitos portadores de periodontite 

agressiva, mas como foi um estudo longitudinal ao término de um ano conseguimos 

finalizar nossa proposta com 27 sujeitos (17 sujeitos com PAG, 10 sujeitos com 

PAL). Todos os dados clínicos, bem como as amostras de sangue foram coletados 

de todos os participantes tanto no início do estudo, quanto um ano após o término 

do tratamento periodontal. Os dados do grupo controle (10 indivíduos 

periodontalmente saudáveis) foram coletados somente no início do estudo. 

Os dados demográficos e características clínicas de ambos os grupos estão 

dispostos na tabela 5.1.  

 

 

Tabela 5.1 -  Dados demográficos, clínicos e séricos 

 
Idade 
Gênero (F/M) 

PAG 
28.4±3.9 (14/3) 

PAL 
25.6±7.8 (6/4) 

CONTROLES 
22.1±1.7§ (9/1) 

 Início 1 ano Início 1 ano  

Parâmetros clínicos      

SS (%) 56.4±24.33 26.03±20.93* 38.59±28 15.62±13.81* 5.29±4.02 

Média PCS (mm) 
boca toda  

3.59±0.77 2.8±0.45* 2.9±1.01 2.50±0.20* 2.01±0.10 

Média NCI (mm)  
boca toda  

4.17±1.05 3.66±0.91* 3.08±0.35 2.88±0.54 2.08±0.17 

Detecção sérica€      

Aa sorotipo a 5/17 7/17 1/10 4/10 8/10 

Aa sorotipo b 10/17 3/17$ 5/10 6/10 5/10 

Aa sorotipo c 12/17 2/17$ 8/10 2/10$ 2/10 

Omp29 8/17 3/17$ 6/10 1/10$ 1/10 

(*) Diferença significante intra-grupo (início vs 1 ano), utilizando o teste Wilcoxon 
(§) Diferença significante intra-grupo (início vs 1 ano), utilizando o teste Kruskal- Wallis com 
comparações múltiplas de Dunn 
($) Diferença significante intra-grupo (início vs 1 ano), utilizando o teste Q de Cochran. 
(€) Valores de D.O. acima do nível de corte. 
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5.2 TRATAMENTO PERIODONTAL NÃO CIRÚRGICO 

 

 

O tratamento periodontal reduziu o número de pacientes com PAG que 

apresentavam resposta sérica positiva para o sorotipo b de A. 

actinomycetemcomitans (clone JP2), inicialmente 10/17 para 3/17 após um ano de 

acompanhamento (p=0.019). Após o tratamento também foi observada uma redução 

no número de indivíduos apresentando produção de anticorpos (IgG sérica) contra o 

sorotipo c e contra Omp29 em ambas as formas de PA (Tabela 5.1). 

Os sujeitos com PA responderam ao tratamento periodontal básico associado 

ao uso de antibióticos e um ano após o término do tratamento, com consultas 

trimestrais de acompanhamento para controle periodontal, tiveram uma redução 

significativa na PCS (p<0.001) (Figura. 5.1) e NCI (p<0.001) (Figura 5.1) em sítios 

afetados (NCI > 4mm) e em sítios profundos (PCS>6mm), com ausência de 

diferença significante entre PAG e PAL (p>0.05). Considerando a efetividade da 

terapia (i.e. número de sítios com PCS>6mm que ao final do tratamento 

apresentavam PCS<4mm) também não houve diferenças significantes entre ambas 

as formas de PA (Figura 5.2). 
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Figura 5.1 - Parâmetros clínicos de PAL e PAG no início e após 1 ano de acompanhamento. Razão 
da média de PCS entre os sítios afetados e os sítios profundos, razão da média da PCS 
em sítios doentes (NCI>4 mm) e sítios profundos (PCS>6 mm); B. Razão da média de 
NCI entre os sítios afetados e os sítios profundos, razão da média de NCI entre os sítios 
doentes (NCI>4 mm) e os sítios profundos (PCS>6 mm). Teste Wilcoxon. (*) Nível de 
significância intra-grupo de 5% (início x 1 ano de acompanhamento) 
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Figura 5.2 - Razão entre o número de bolsas que inicialmente apresentavam PCS>6mm e o número 
de bolsas que após o tratamento não-cirúrgico e após 1 ano de acompanhamento, 
apresentavam PCS<4mm. Não foram observadas diferenças estatisticamente 
significantes entre as duas formas de PA (p>0,05) 

 

 

 

 
 

Um aumento nos valores séricos contra o sorotipo a e uma redução para os 

sorotipos b e c foram observados em ambas as formas de PA, após 1 ano de 

acompanhamento, comparado ao início. No entanto, um aumento significativo foi 

observado para o sorotipo a apenas no grupo PAL (p=0.02), enquanto uma redução 

significativa de IgG contra o sorotipo b foi apenas obtida em PAG (p=0.04) (Figura 

5.3). Além disso, no início, ambas as formas apresentavam resposta sérica elevada 

para o sorotipo b (clone JP2) e c (SA1151), inicialmente em relação aos controles 

saudáveis (p<0.001), mas essas diferenças não foram observadas um ano após o 

tratamento (p>0.05).  
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Figura 5.3 - Valores de D.O. (média e desvio padrão), obtidos pelo ensaio ELISA, no soro de PAL, 
PAG e controles contra os sorotipos de Aggregatibacter actinomycetemcomitans a 
(ATCC 29523), b (clone JP2) e c (SA1151) na diluição de 1:10.000 e contra Omp29 na 
diluição 1:10 (§) Diferença significativa intra-grupo, com nível de significância 5% usando 
teste Wilcoxon; (*) Diferença significativa em relação aos controles saudáveis com nível 
de significância 5% usando o teste Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de 
Dunn. 

 
 
 

 

 
 
 
 

 
No início, uma resposta positiva contra Omp29 foi detectada em 8/17 

pacientes com PAG e em 6/10 pacientes com PAL, mas um ano após o tratamento 

ocorreu uma significante redução nessa resposta e apenas 3/17 e 1/10 pacientes 

apresentavam resposta sérica positiva contra esta proteína nos grupos PAG e PAL, 

respectivamente (Tabela 5.1). Nesse contexto, enquanto no início ambas as formas 

de PA exibiam níveis séricos mais altos que os controles (p<0.0001), após o 
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tratamento a resposta sérica contra a Omp29 foi similar para ambos (p>0.005) 

(Figura 5.4). 

A contagem total de A. actinomycetemcomitans em sítios subgengivais, 

incialmente e após 1 ano, entre pacientes com PA, permaneceu similar aos valores 

obtidos referentes aos controles saudáveis (p>0.05). No entanto, enquanto no início, 

ambas as formas de PA exibiam altos níveis do clone JP2 em relação aos controles, 

estes níveis tornaram-se similares aos encontrados nos indivíduos saudáveis após 1 

ano. Essa redução foi observada tanto em PAG como em PAL, para o número total 

de cópias do clone JP2 e na porcentagem deste patógeno em relação à carga total. 

(Figura 5.4). 
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Figura5.4 - Níveis subgengivais (log) do total de A. actinomycetemcomitans e clone JP2 inicialmente 
e 1 ano após o tratamento periodontal em pacientes com PAL ou PAG e controles 
saudáveis. O total do clone JP2 e A. actinomycetemcomitans foi determinado por PCR 
em tempo real usando primers para região promotora ltxA e 16SrRNA, respectivamente. 
Níveis de A. actinomycetemcomitans foram ajustados para 6 cópias de 16SrRNA por 
cromossomo. (*) Uma diferença significativa em relação aos controles saudáveis com 
nível de 5% usando o teste Kruskal-Wallis com comparações múltiplas de Dunn 
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5.3 ANÁLISES DE CORRELAÇÃO 

 

 

Houve uma correlação positiva entre os valores de PCS em sítios afetados e 

níveis subgengivais do clone JP2(r=0.80, p=0.0042) e uma correlação negativa entre 

os valores de PCS nos sítios afetados e níveis de IgG sérica contra o sorotipo a 

(r=0.81, p=0.003) no grupo com PAL (Tab. 2). Houve também uma correlação 

negativa entre os níveis subgengivais do clone JP2 e os níveis de IgG contra o 

sorotipo a (r=0.98, p<0.0001) (Tab.2).  

Uma significante correlação positiva foi demonstrada entre os níveis do clone 

JP2 e a resposta de IgG sérica contra Omp29 (r=0.66, p=0.005) no grupo com PAG 

(Tab.2). Além disso, houve uma correlação entre resposta de IgG sérica contra o 

sorotipo b e o sorotipo c em pacientes com PAG (r=0.53, p=0.04) (Tab.2). 

 

Tabela 2 - Análise de correlação para variáveis quantitativas 

Formas de PA Correlação Valor de p Coeficiente de Spearman 

PAG 

   

ΔJP2 clone vs ΔOmp29 0,005 0,66 

ΔSorotipo b vs ΔSorotipo c 0,04 0,53 

PAL 

   

ΔPCS afetados vs ΔSorotipo a 0,003 -0,81 

ΔPCS afetados vs ΔJP2 clone 0,0042 0,80 

ΔJP2 clone vs ΔSorotipo a <0,0001 -0,98 

ΔPCS afetados: PCS media dos sítios afetadosbaseline,- PCS média dos sítios afetados-1 ano; ΔJP2 

clone: cópias de Aa clone JP2baseline - cópias de Aa clone JP21-ano; ΔOMP29, valor de DO para 

Omp29início - valor de DO para Omp291-ano; ΔSorotipo a, valor de DO para sorotipo ainício - valor de DO 

para sorotipo a1-ano; ΔSorotipo b, valor de DO para sorotipo binício - valor de DO para sorotipo b1-ano; 

ΔSorotipo c, valor de DO para sorotipo cinício - valor de DO para sorotipo c1-ano 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

As periodontites eram antes classificadas em “periodontites de progressão 

lenta” (crônica) e de “progressão rápida” (agressiva). Porém, principalmente para a 

forma localizada de PA, era dificultoso estabelecer pontos de corte para o 

enquadramento dos pacientes, em função de fatores como localização das lesões, 

relação entre PAL e PAG, resposta imune do hospedeiro e idade correta de início, 

pois diversos pacientes começam seus tratamentos algum tempo depois que as 

primeiras manifestações já foram iniciadas (Fine et al., 2018) . Além disso, muitas 

vezes, os pacientes possuem interposição de língua e/ ou já foram submetidos a 

tratamento ortodôntico, situações que favoreceram a progressão da doença antes da 

realização de um tratamento adequado (Mafra et al., 2013).  Os dados coletados 

para esta nova abordagem do Workshop Mundial de Classificação das Doenças e 

Condições Periodontais e Peri-implantares de 2017 mostram que tanto fatores 

genéticos como socioeconômicos estão relacionados à suscetibilidade da doença, 

apesar da falta de biomarcadores que possam melhor distinguir as duas formas de 

PA até então subclassificadas. Além disso, PAL exibe um fenótipo único, o que 

requer uma análise mais apurada para um melhor enquadramento deste “antigo” tipo 

de PA (Caton et al., 2018; Fine et al., 2018). Assim, a PA é agora denominada de 

Periodontite estágio 3 ou 4, grau C, com padrão de destruição óssea inciso –molar, 

observado em indivíduos jovens (Tonetti et al., 2018). 

Epidemiologicamente, a PA atinge principalmente mulheres e homens em 

proporções semelhantes (Löe et al., 1992; Susin; Albandar, 2005). Segundo Susin et 

al. (2014), em caucasianos, sua prevalência foi maior em indivíduos do sexo 

feminino. Além disso, é prevalente em afro-descendentes e em indivíduos que 

descendem do Oriente Médio, possuindo baixa prevalência em sujeitos caucasianos 

(Fine et al., 2018). Em nosso estudo, dos 27 participantes, 20 eram mulheres, e 14 

eram afro descendentes, concordando com a literatura no que diz respeito ao 

gênero.  

O tratamento periodontal consistiu em raspagem e alisamento radicular 

associado à antibioticoterapia sistêmica, consultas de manutenção trimestrais e 

rigorosa instrução de higiene bucal para controle do biofilme supragengival. Com 

relação ao impacto do tratamento utilizado nossos dados sugerem que a resposta 
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após o tratamento pôde ser comparada à resposta dos sujeitos controles , para PAL 

e para PAG. Há na literatura, estudos longitudinais que observaram pacientes após 

o tratamento, constatando estabilidade para pacientes com PAL após a terapia, e 

perda de inserção periodontal e dentária, para o grupo PAG (Gunsolley et al., 1995).  

Todos os pacientes responderam ao tratamento periodontal proposto, 

resultando em melhora clínica (diminuição da PCS e aumento do NCI em sítios 

inicialmente afetados e profundos), da mesma maneira, em ambas as formas de PA.  

Casarin et al. (2012) avaliaram desfechos clínicos, microbiológicos e 

imunológicos e detectaram que pacientes com PAG tratados com um protocolo que 

incluiu antibioticoterapia (Amoxicilina + Metronidazol), apresentaram benefícios 

adicionais quanto à PCS, diminuição do número de bolsas residuais e redução dos 

níveis de A. actinomycetemcomitans, quando comparados aos pacientes do grupo 

controle. Outros estudos anteriores também reportaram melhora nos desfechos 

clínicos promovidos pela terapia não cirúrgica associada aos antimicrobianos 

(Rabelo et al., 2015; Keestra et al., 2015). Além da qualidade do tratamento 

mecânico e do controle supragengival realizado pelo paciente motivado, a 

composição microbiana dos sítios periodontais é de extrema importância para a 

manutenção periodontal destes pacientes (Feres et al., 2018). Os pacientes 

chamados “compliance”, tem um prognóstico melhor do que aqueles que não 

aderem ao programa de controle e manutenção (Lang; Tonetti, 2003). Assim, a 

melhora clínica dos participantes do presente estudo pode ser também atribuída às 

consultas de manutenção periodontal e controle supragengival por parte dos 

pacientes (De Wet et al., 2017). 

Com relação aos sorotipos de A. actinomycetemcomitans, foram descobertos 

até o presente momento, sete sorotipos diferentes (a-g) (Kaplan et al., 2001; Kaplan 

et al., 2002), porém os mais prevalentes são os sorotipos a, b e c, avaliados neste 

estudo. Ao longo dos anos estes sorotipos foram avaliados em estudos transversais 

e de coorte, onde foi reconhecida a associação dos sorotipos b e c com doença 

periodontal, o que vai de encontro aos resultados obtidos em nosso estudo,o qual 

mostrou correlação positiva entre os sorotipos b e c, em PAG. Nosso estudo avaliou 

longitudinalmente o impacto do tratamento periodontal na expressão dos sorotipos e 

Omp29, por meio da detecção de suas respectivas respostas séricas, inicialmente e 

após 1 ano de acompanhamento. 
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Porém, dada à diversidade na prevalência destes sorotipos, estes dados 

podem variar, tornando praticamente impossível estabelecer um padrão para esta 

condição nos pacientes que abrigam tal bactéria e ainda, não é claro como esses 

sorotipos podem estar relacionados à resposta clínica após o tratamento periodontal 

(Haubek et al., 2008).  

Nossos dados mostraram que houve um aumento nos valores séricos contra 

o sorotipo a e uma redução para os sorotipos b e c, em ambas as formas de PA, 

apesar de o aumento do sorotipo a ter sido observado apenas no grupo PAL, o que 

pode representar melhora da saúde periodontal desses indivíduos, pois o sorotipo a 

de A. actinomycetemcomitans pertence ao complexo verde, o qual corresponde às 

espécies compatíveis com saúde no hospedeiro (Socransky, Haffajee, Cugini, Smith, 

Kent,1998). Ainda, encontramos correlação negativa entre profundidade clínica de 

sondagem (PCS) e o sorotipo a, corroborando com nossos demais resultados e com 

a literatura, enquanto que a diminuição de resposta positiva para o sorotipo b foi 

apenas vista em PAG. Além disso, a alta resposta sérica contra os sorotipos b e c 

que incialmente foram obtidas, tornaram-se similares às respostas dos sujeitos-

controle, após um ano. Como mencionado anteriormente, todos os pacientes 

apresentaram melhora clínica; sendo assim, a redução da contagem total de A. 

actinomycetemcomitans era esperada, principalmente com relação às cepas do 

sorotipo b por, estar associado à maior prevalência em pacientes com PA, 

expressando  o seu potencial leucotóxico (Haubek et al., 2008) e também, do 

sorotipo c, por ter sido detectado em pacientes com esta condição, principalmente 

em estudos com sujeitos brasileiros (Cortelli et al., 2005; Teixeira et al., 2006). 

Estudos anteriores mostraram que sujeitos com PA exibiam notáveis aumentos de 

resposta de IgG sérica contra A. actinomycetemcomitans (Ebersole et al., 1983) e 

que estes anticorpos contra o patógeno seriam protetores (Gunsolley et al., 1987; 

Ranney et al.,1982). Saraiva et al. (2014) confirmaram uma alta resposta contra A. 

actinomycetemcomitans em indivíduos com PA e seus resultados indicaram que as 

respostas aos sorotipos b e c foram relacionadas à doença, independente do grau 

de destruição tecidual.  

Com relação à redução da carga total de A. actinomycetemcomitans 

pertencente ao clone JP2 em sítios afetados, podemos assumir que esse resultado 

podia ser esperado, uma vez que esses pacientes apresentaram melhora dos 

parâmetros clínicos. Burgess et al. (2017) relataram redução da presença do clone 
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JP2 em sítios doentes, frente ao mesmo tratamento adotado pelo nosso grupo. Além 

disso, observamos uma correlação negativa entre a variação da media de PCS dos 

sítios afetados  e a variação da carga total do clone JP2, concordando com os 

demais dados e com a literatura.  

Ao analisarmos os resultados por outra perspectiva, transformando os 

números obtidos a partir das análises de IgG sérica para os três sorotipos de A. 

actinomycetemcomitans e Omp29 com relação às duas formas de PA e controles, 

em porcentagem, notaremos que inicialmente,  para o sorotipo b haverá 

porcentagens próximas a 50% tanto na forma localizada quanto na forma 

generalizada, bem como nos controles. Este acontecimento provoca uma importante 

reflexão: a presença do microrganismo pode não ser tão importante mas a resposta 

imunológica pode definir o curso do status periodontal do indivíduo.  

A imunoglobulina G é o mediador central das defesas do hospedeiro devido à 

sua habilidade de reconhecer e eliminar patógenos. Sua porção Fc tem como função 

ativar o sistema complemento ( quando unida ao antígeno), auxiliando na fagocitose 

por se ligar a macrófagos, promove quimiotaxia de neutrófilos, aumenta a 

permeabilidade vascular e amplia a resposta inflamatória.(Ahmed AA., 2014)  

Um estudo realizado por Casarin et al. (2010) analisou os níveis de A. 

actinomycetemcomitans e P. gingivalis, citocinas inflamatórias e IgG espécie-

específicas em pacientes com PA e PC. Assim, observaram que para A. 

actinomyctemcomitans, foram encontradas quantidades estatisticamente altas em 

áreas subgengivais e níveis de IgG baixos, sugerindo baixa produção de anticorpos 

pelos pacientes com PA. (Casarin RCV et al., 2010) 

Uma possível explicação para estas diferenças pode ser o papel das citocinas 

pró e anti- inflamatórias  que são liberadas pelo sistema imune do hospedeiro, pos 

células , durante a produção de anticorpos específicos ( ), dependendo do tipo e 

severidade da doença.  Ao mesmo tempo, o perfil inflamatório dos pacientes com 

PAL normalmente mostra-se hiper-responsivo, liberando altos níveis de citocinas 

pró-inflamatórias como PGE2, IL1-beta e IL-6 Analisando o perfil dos pacientes com 

PAG, percebe-se uma contradição na literatura pois alguns estudos falam sobre 

baixa responsividade de células de defesa , enquanto outros estudos remetem à 

ausência ou aumento de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-alfa. (Casarin RCV 

et al., 2010).   
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Ainda não é bem estabelecido como a redução na contagem sérica de 

imunoglobulinas pode ocorrer frente a mudanças na microbiota subgengival do 

hospedeiro e antígenos, como superfícies proteicas, podendo haver relação entre a 

detecção de Omp29 em altos títulos precedentes ao tratamento periodontal (Kinane 

et al., 1999As OMPs já foram identificadas em diversas bactérias Gram-negativas e, 

algumas são classificadas como porinas , receptores férricos e também como fatores 

de virulência que incluem adesinas, invasinas e fatores envolvidos na resistência 

sérica e opsonização e morte (Komatzusawa et al., 2002).  

Em nosso estudo, a reposta sérica contra Omp29 que no início foi detectada 

nos pacientes, tornou-se similar à reposta obtida nos controles, ao final do 

estudo.Ainda, observamos uma correlação positiva entre as cópias do clone JP2 e 

os valores normalizados da resposta sérica contra Omp29.  Wilson (1991) e Wilson e 

Hamilton (1995) demonstraram que OMPs em A. actinomycetemcomitans, 

principalmente a Omp29, reage fortemente aos soro de pacientes com PA, 

sugerindo uma associação com A. actinomycetemcomitans. Genes codificadores de 

Omp29 deste patógeno (Y4 – sorotipo b e NCTC9710 – sorotipo c) foram 

identificados (Komatzusawa et al.,1999; White et al., 1998). O sucesso do 

tratamento também pode ser atribuído à diminuição dos níveis de sorotipo b no soro 

dos pacientes e redução da proporção do clone JP2 nas bolsas periodontais, o que 

está de acordo com nossos dados anteriores e confirmando o aumento da 

expressão de Omp29 por cepas do sorotipo b (Umeda et al., 2013).  

Na pesquisa de Doutorado do aluno Maike Paulino, mencionada mais cedo, 

foi descoberto o gene parálogo da Omp29, denominado por ele Omp29par, pela 

primeira vez identificado, que quando comparado com a Omp29, apresentou 76% de 

identidade com a sequência de nucleotídeos e 75% de identidade com a sequência 

de aminoácidos. Ainda neste estudo, tanto Omp29 quanto a Omp29par foram 

encontrados no genoma de todas as amostras de A. actinomycetemcomitans 

avaliados e apresentaram distância genética muito pequena.  

Para entender melhor a função das  duas Omp´s em questão, o grupo 

desenvolveu três proteínas mutantes, com remoção de determinados genes. 

Quando o gene ds Omp29 e o da Omp29par foram deletados simultaneamente, 

observou-se aumento da expressão de Omp39, provavelmente para compensar a 

não expressão de Omp29, sugerindo a sua importância na manutenção da 

integridade da bactéria. Os dados do estudo também sugeriram que a deleção do 
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gene parálogo não promoveu  alterações no perfil da Omp29, sugerindo sua 

importância. 

Como dito anteriormente, a alteração de IgG provavelmente pode se dar em 

resposta à microbiota subgengival e seus antígenos de superfície (Kinane et 

al.,1999). Diversos estudos avaliaram a presença de bactérias específicas e seus 

efeitos na resposta sérica em pacientes com PA. Considerando nossos resultados, 

podemos sugerir que o tratamento não cirúrgico associado à antibioticoterapia 

promoveu uma diminuição na carga de periodontopatógenos, como observado em 

estudos anteriores (Aimetti et al., 2012; Casarin et al., 2012), os quais mostram 

dados semelhantes, como a redução na contagem do clone JP2 após o tratamento. 

Consequentemente, a redução do desafio microbiano pode ter levado à redução dos 

níveis séricos contra os sorotipos b e c, envolvidos na patogênese da periodontite. 

Além disso, a baixa expressão de Omp100 e Omp29 pelo sorotipo a indica 

reconhecimento pelo hospedeiro, e isso resulta de processo inflamatório que pode 

ser prejudicado quando da colonização por este sorotipo (Umeda et al.,2013).  

Associando-se esta hipótese ao fato de o sorotipo a de A. actinomycetemcomitans 

pertencer ao complexo verde, como visto por Socransky et al. (1998), podemos 

reiterar a associação deste sorotipo com saúde periodontal, já que encontramos 

correlações negativas entre o sorotipo a e variáveis indicativas de virulência. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Com base nas análises, podemos observar que o tratamento periodontal 

resultou em:  

- Diminuição dos títulos séricos de IgG para os sorotipos b e c e para Omp29 

de A. actinomycetemcomitans. 

-Diminuição da colonização do clone JP2 de A. actinomycetecomitans nos 

sítios subgengivais, levando à menor ação dos fatores de virulência encontrados 

inicialmente nesses indivíduos.  

-Participantes com um perfil clínico e sérico similar ao dos controles 

periodontalmente saudáveis.  
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO- FACULDADE DE ODONTOLOGIA 

DISCIPLINA DE PERIODONTIA 

________________________________________ 

TITULO DO ESTUDO: Determinação da resposta de Imunoglobulina G 
sérica contra Omp29 de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, em 
pacientes portadores de Periodontite Agressiva. 
 

 
PESQUISADORES: Profa. Dra. Luciana Saraiva, CD Estela Sanches Rebeis, Profa. 

Dra. Márcia Pinto Alves Mayer, Prof.Dr.Claudio Mendes Pannuti, CD Emmanuel de 

Souza Albuquerque, CD Marcela Giudicissi - Faculdade de Odontologia da 

Universidade de São Paulo (FOUSP). 

LOCAL: Clinica de Periodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade de 

São Paulo-USP. Av. Prof. Lineu Prestes, 2227, Cidade Universitária - São Paulo-SP. 

 
DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL 
LEGAL: 
Nome:______________________________________________________________
__ 
N° do Documento de Identidade: _______________________Sexo: M (     )     F (     
) 
Data de Nascimento: _____/_____ / _____ 
Endereço:___________________________________________________________
__ 
Bairro:___________________________________________Estado:_____________
__ 
CEP:_______________________Telefone (    
)________________________________ 

________________________________________ 
 

PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA  

Por esse instrumento declaro, para os devidos fins éticos e legais, que concordo em 

absoluta consciência com o acesso dos pesquisadores a minha ficha clínica para 

realização do presente projeto de pesquisa. Estou ciente que minha participação no 

estudo é voluntária e que posso retirar meu consentimento em qualquer momento da 

pesquisa, sem prejuízos à continuidade do tratamento.  
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OBJETIVOS DA PESQUISA 

Esta pesquisa, “Determinação da resposta de Imunoglobulina G sérica contra 

Omp29 de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, em pacientes portadores de 

Periodontite Agressiva”, tem por objetivo identificar possível produção de anticorpos 

por pacientes portadores de Periodontite Agressiva, em resposta à presença da 

bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans e relacionar quantidade de 

produção de anticorpos com fatores nocivos desta bactéria para chegar a uma 

melhora ou piora da doença.  

 

INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA CIENTÍFICA: 

Estou ciente que sou portador da doença periodontal agressiva e declaro estar de 

acordo que os pesquisadores terão acesso aos dados de minhas fichas clínicas para 

realização da pesquisa e que posso desistir de participar da pesquisa em qualquer 

momento que quiser, sem perder acesso ao tratamento.  

 

PROCEDIMENTOS  

Este é um estudo retrospectivo, ou seja, não terá intervenção nenhuma ao 

participante  da pesquisa. Serão realizadas análises de dados de material biológico 

já coletado anteriormente em outros estudos.  

 

BENEFÍCIOS 

A pesquisa trará maior conhecimento sobre o tema abordado, sem benefício direto 

para o participante da pesquisa. 

 

RISCOS E DESCONFORTOS  

Estou ciente que minha participação neste estudo envolve riscos e 

desconfortos mínimos, pois serão feitas análises de dados de material já coletado, 

não havendo qualquer intervenção no sujeito da pesquisa.  
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GARANTIA DE SIGILO DA IDENTIDADE DO PACIENTE 

 Estou ciente que apenas os pesquisadores terão acesso a qualquer informação 

pessoal de ficha clínica (nome, endereço, telefone e outras). Este projeto só tem 

interesse nas informações de saúde e nos resultados do tratamento. Fui informado 

que tenho a garantia do sigilo que assegura minha privacidade no estudo, e uma vez 

que os dados sejam obtidos, estes poderão ser divulgados em revistas e congressos 

científicos, mas sem a minha identidade como participante da pesquisa.  

 

DIREITO DE DESISTIR DA PESQUISA 

 Estou ciente que terei a garantia de receber novos esclarecimentos que julgar 

necessários antes e durante o curso da pesquisa, e também terei a plena liberdade 

para recusar a participação na referida pesquisa a qualquer momento, sem prejuízo 

algum ou comprometimento do tratamento.  

 

AJUDA DE CUSTO 

Não haverá ajuda de custo porque é um estudo retrospectivo, utilizando 

apenas dados de prontuários e material anteriormente coletado.  

 

INDENIZAÇÃO DIANTE DE EVENTUAIS DANOS DECORRENTES DA 

PESQUISA  

  Estudo retrospectivo não pode gerar danos aos sujeitos da pesquisa. 

 

CONTATO 

Para qualquer dúvida ou ocorrência durante a pesquisa e seu atendimento, 

você poderá ligar para (11) 3091-7833 aos cuidados da Profa. Luciana Saraiva.  

 

 

ENDEREÇO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

  Se houver dúvidas sobre a ética da pesquisa entre em contato com o Comitê de 

Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia (Av. Lineu Prestes 2227, 05508-

000 São Paulo-SP, telefone 3091-7960 ou pelo e-mail cepfo@usp.br).  
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CONSENTIMENTO ESCLARECIDO 

Eu confirmo que discuti até estar satisfeito (a) sobre a minha decisão em participar 

nesse estudo: “Determinação da resposta de Imunoglobulina G sérica contra Omp29 

de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, em pacientes portadores de 

Periodontite Agressiva” Ficaram claros quais são os propósitos do estudo, os 

procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 

confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que 

minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a 

tratamento ou orientação quando necessário. Concordo voluntariamente em 

participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, 

antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer 

benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste serviço. Declaro 

que recebi uma cópia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.  

 

São Paulo, _______ de __________________________de_________ 

Nome do Paciente:___________________________________   
RG:________________             
Assinatura do Paciente 
____________________________________________________ 
 
Nome do Pesquisador:_______________________________ 

CRO:________________ 

Assinatura do 
Pesquisador:________________________________________________ 
 
Nome do aluno:____________________________________ 

CRO:________________ 

Assinatura do 
aluno:______________________________________________________ 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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